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서      론
  폐암(1)을 비롯하여 유방암(2), 대장암(3) 등 여러 가지 원
발성 암(4)에서는 정상 세포보다 성장인자 및 그의 수용체
가 증가되어 있으며 특히 전이성 암은 이런 성장인자에 영
향을 받아 전이가 잘 되는 것으로 알려져 있다(5).
  암세포의 성장은 체내에 있는 세포증식과 세포사망의 균
형에 의해 이루어지는데 이것은 세포증식이 많거나 혹은 
세포사망이 적게 발생하는 경우에 암이 성장하는 것을 의
미한다(6). 이런 세포증식에 필요한 인체 내의 여러 가지 성
장 요소에는 insulin-like growth factor-I (IGF-I), epidermal 
growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF), 
fibroblast growth factor (FGF) 등이 있는데 이들 성장요소는 
실질세포(parenchymal cells) 혹은 지지세포(mesenchymal 
cell)에 의해 분비되어 endocrine 혹은 paracrine effect로(7) 또
는 암세포 자체에 의한 autocrine effect로 세포증식에 관여
한다(8). 대부분의 암세포는 반복되는 세포주기에 의해 성
장을 하는데, 세포가 휴지기인 G0기에서 G1기로 진입하는
데는 성장인자인 IGF-I, EGF, PDGF, FGF 등과 같은 적격인
자(competence factor)들이 필요하며, 이 중 IGF-I은 DNA의 
합성에 필요한 G1기에서 S기로 진입하는데 필요한 유일한 
진행인자로 알려져 있다(9).
  IGF-I은 ligand로서 그의 수용체인 IGF-I receptor (IGF-IR)
에 반응함으로써 유사분열효과(10), 형질변환 및 종양발생
을 유발하고(11) apoptosis를 방지하는 역할을 한다(12,13). 
IGF-I은 IGF-IR의 세포 내 β-subunit인 tyrosine kinase를 인
산화시켜, 신호전달을 통해 여러 가지 세포 내 신호물질들
을 활성화시키는 것으로 보고되고 있다(14).
  이에 본 저자들은 마우스 폐암세포주(3LL)에서 IGF-I 및 
IGF-IR의 표현을 확인하고, 이들이 세포증식과 세포사망에 
어떠한 역할을 하는 지 알아보고자 다음과 같은 실험을 시
행하였다.
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lation of the IGF-IR β-subunit, acts as a survival factor 
to inhibit cell death. Therefore, these findings suggest that
IGF-I and IGF-IR are involved in both the cell proliferation
and cell death associated with cancer cell growth. (Cancer
Research and Treatm ent 2002;34:122-127)
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재료 및 방법
    1) 세포배양
  3LL (American Type Culture Collection, Rockville, MD)은 
C57BL/6 마우스의 폐암세포주로, 세포의 배양은 Dulbecco's 
modified Eagle's medium (Gibco)에 5% fetal bovine serum 
(FBS), sodium pyruvate, nonessential amino acids, L-glutamine
과 2배의 vitamin solution (Gibco, Grand Island, NY)을 사용
하여 5% CO2 세포 배양기에 37oC에서 배양하였다.
    2) Northern blot에 의한 mRNA 표현
  마우스 폐암세포주에서 oligo (dT)-cellulose chromatog-
raphy로 poly (A)+ mRNA를 추출하고, 1% denaturing formal-
dehyde agarose gel을 이용하여 0.6 Α로 전기영동한 후, 
Genescreen nylon membrane (DuPont Co., Boston, MA)에 전
이시켜 UV Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, CA)을 이
용하여 120,000μJ/cm2로 cross-link하였다. Filter는 60oC하에 
30 mM NaCl/3 mM sodium citrate, pH 7.2/0.1% sodium 
dodecyl sulfate (wt/vol)로 3번 세척하였다. Probe는 human 
IGF-I의 cDNA fragment (Thomas Jefferson대학의 Baserga 교
수로부터 구함)와 human IGF-IR의 cDNA fragment (Thomas 
Jefferson대학의 Baserga 교수로부터 구함)를 사용하였고, 대
조되는 probe로는 1.3 kb의 human glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH)를 사용하였다. 각 cDNA fragment는 
agarose gel 전기영동과 GeneClean (BIO 101, La Jolla, CA)으
로 분리한 후, [32P]deoxyribonucleotide triphosphates 동위원
소를 이용하여 random primer 방법으로 표지하였다.
    3) Tyrosine kinase의 인산화 관찰
  성장배지에서 자란 세포를 serum-free medium에서 배양
하였고 단백의 인산화는 24시간 후에 측정하였다. IGF-I에 
의한 tyrosine kinase의 인산화를 보기 위해 serum free media 
단독 혹은 IGF-I (50 ng/ml)과 함께 10분 동안 처리한 후, 1 
mM sodium orthovanadate, 5 mM EDTA, 10 mM sodium 
florid가 포함된 cold PBS로 3번 세척하고 0.3 ml lysis buffer 
(1% Triton X-100, 20 mM Tris, pH 8.0, 137 mM NaCl, 10% 
glycerol, 1 mM Na3VO4, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 20μM 
leupeptin, 0.15 U/ml aprotinin)로 세포를 용해시켰다. 상층액
을 4oC에서 15분 동안 14,000 rpm으로 원심분리하여 추출한 
다음, -70oC에서 보관하였다. 추출된 단백질은 Bradford 방법
으로 정량하여 각 well 당 30μg을 12.5% SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis (PAGE)로 전기영동한 후, nitrocellulose 
membrane (Amersham, Arlington Heights, IL)에 전이시켰다. 
Tris-buffered saline-Tween (TBST)에 희석한 3% non-fat milk
로 차단(blocking)한 후, horse radish peroxidase로 conjugated
된 monoclonal anti-phosphotyrosine antibody (Upstate Biotech-
nology, Lake Placid, NY)를 일차항체로 4oC에서 18시간 반
응시켰다. TBST로 3회 세척한 다음 10,000배 희석한 이차
항체인 peroxidase-conjugated anti-rabbit secondary antibody 
(Amersham)로 실온에서 1시간 반응시킨 후 세척하였고, en-
hanced chemiluminescence (ECL) kit (Amersham)를 이용하여 
단백의 tyrosine 인산화를 관찰하였다.
    4) 세포증식
  세포의 증식정도는 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphen-
yltetrazolium bromide (MTT, Sigma, St. Louis, MO)를 이용하
여 측정하였다. 세포는 96 well 세포배양용기에 2,500 cells/ 
well로 분주한 후 12시간 이상 배양하여 부착시키고, FBS가 
없는 세포 배양액에서 24시간 배양하였다. 그 후 serum free 
혹은 serum containing media에서 IGF-I (Upstate Biotech-
nology) 및 adriamycin (Sigma)을 처리하고 3일간 배양한 후, 
MTT (최종농도: 80μg/ml)를 첨가하여 2내지 3시간 배양한 
Fig. 1. Northern analysis of IGF-I mRNA transcripts. Poly (A)  
mRNA was prepared from mouse lung cancer cells (3LL) 
and normal fibroblast cells (3T3) by oligo (dT)-cellulose 
chromatography, fractionated on a 1% denaturing formal-
dehyde agarose gel, electrotransferred and UV cross-linked 
to Genescreen nylon membrane. Sizes of the IGF-I mRNA 
bands are shown on the right in kilobases (kb). M: 
molecular weight markers.
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다음 배양액을 제거하였다. 세포의 증식정도는 100μl의 
dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma)를 각 well에 첨가한 후, 
spectrophotometer (Dynatech, Alexandria, VA)로 570 nm에서 
흡광도를 측정하였다.
    5) 통계 분석
  모든 실험 결과값은 평균값±표준편차(mean±SD)로 표
현하였고, 통계학적 분석은 Student's t-test로 검증하였으며, 
p값이 0.05 이하일 때를 통계학적으로 유의한 결과로 규정
하였다.
결      과
    1) 마우스 폐암세포(3LL)에서 IGF-I과 IGF-IR mRNA 
표현
  IGF-I mRNA 표현을 관찰하기 위해 IGF-I cDNA를 이용하
여 Northern blot을 시행한 결과 3LL 폐암 세포주에서 5개의 
밴드가 관찰되었다. 9.5 kb와 6.3 kb에서는 뚜렷한 밴드가 
나타났고 8.0 kb, 4.5 kb 및 2.2 kb에서는 이보다 희미한 밴드
가 나타났다(Fig. 1). 한편 IGF-IR mRNA 표현을 관찰하기 
위해 IGF-IR cDNA를 이용하여 Northern blot을 시행한 결과 
11 kb와 6 kb에서 뚜렷한 밴드가 나타났다(Fig. 2).
    2) IGF-I에 의한 tyrosine kinase의 인산화
  IGF-I에 의한 IGF-IR의 활성을 보기 위해서 anti-phospho-
tyrosine antibody를 이용하여 Western blot으로 인산화 정도
를 측정하였다. IGF-I (50 ng/ml)을 첨가 시 IGF-I이 없는 경
우에 비해 95 kDa과 185 kDa에서 인산화 증가를 보였다
(Fig. 3). 분자량 95 kDa의 단백은 IGF-IR β-subunit의 인산
화에 의한 것이고, 분자량 185 kDa의 단백은 기존에 알려진 
insulin receptor substrate (IRS-I)의 인산화에 의한 것으로 생
각된다.
    3) IGF-I의 세포증식에 대한 영향
  IGF-I에 의한 세포증식 여부를 알아보기 위해 MTT assay
를 시행하였다. 0% serum media 대조군의 수치는 0.47±
Fig. 2. Northern analysis of IGF-IR mRNA transcripts. Poly (A)  
mRNA was prepared from mouse lung cancer cells (3LL) 
and normal fibroblast cells (3T3) by oligo (dT)-cellulose 
chromatography, fractionated on a 1% denaturing formal-
dehyde agarose gel, electrotransferred and UV cross-linked 
to Genescreen nylon membrane. Sizes of the IGF-IR bands 
are shown on the right in kilobases (kb). M: molecular 
weight markers.
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Fig. 3. Phosphorylation of phosphotyrosine-containing proteins by 
IGF-I. Cells were treated in the presence or absence of 
IGF-I (50 ng/ml) after starvation in the serum free media 
for 24 h. Soluble proteins from total cell lysates (30μg/ 
lane) were separated by 12.5% SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE) under reducing condition, trans-
ferred to nitrocellulose. The immunoreactive band were 
detected by incubating blots with anti-phosphotyrosine 
antibody and visualized using enhanced chemilumine-
scence (ECL) kit system. Sizes of bands are shown on the 
right in kilodalton (kDa).
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0.06이었고, 10 ng/ml의 IGF-I 첨가 시에는 0.60±0.03, 50 
ng/ml의 IGF-I 첨가 시에는 0.61±0.07, 100 ng/ml의 IGF-I 첨
가 시에는 0.63±0.02로 첨가된 IGF-I에 의해 대조군보다 유
의하게 세포증식이 증가하였다(p＜0.05)(Fig. 4A). 반면 1% 
serum media 대조군의 수치는 1.23±0.08이었고, 10 ng/ml, 
50 ng/ml, 100 ng/ml의 IGF-I을 첨가 시에는 각각 1.20±0.06, 
1.28±0.05, 1.25±0.07이었으며(Fig. 4B), 5% serum media 대
조군의 수치는 1.81±0.11이었고, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 
ng/ml의 IGF-I을 첨가 시에는 각각 1.82±0.06, 1.74±0.08, 
1.80±0.03으로(Fig. 4C), 1% 및 5% serum media에서는 IGF-I 
첨가가 세포증식에 영향을 미치지 않았다. 따라서 1% 및 
5% serum media 즉 IGF-I이 기존에 존재하는 배지에 IGF-I
을 첨가 시에는 세포증식에 차이가 없었으나, serum free 
media 즉 IGF-I이 존재하지 않는 배지에 IGF-I을 첨가 시에
는 세포증식이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다.
    4) IGF-I의 adriamycin에 의해 유도된 세포사망에 대
한 영향
  MTT assay로 측정한 adriamycin (topoisomerase II inhibitor) 
투여 전 5% serum media 대조군의 수치는 1.77±0.07이었
다. Adriamycin 농도를 각각 0.01, 0.1, 1μg/ml로 증가시켜 
투여한 결과 1.19±0.12, 0.90±0.07, 0.24±0.02로 첨가된 
adriamycin 농도에 비례하여 세포사망이 증가하였다. IGF-I
이 adriamycin에 의해 유도된 세포사망에 어떤 영향을 미치
는 지 알기 위해 IGF-I (50 ng/ml)을 투여하여 MTT assay에 
의한 세포증식을 측정하였다. 0.01μg/ml, 0.1μg/ml adria-
mycin에 IGF-I을 첨가 시에는 각각 1.50±0.12, 1.13±0.04로 
adriamycin 단독 투여 시의 1.19±0.12, 0.90±0.07보다 유의
한 증가가 관찰되었다(p＜0.05). 그러나 1μg/ml adriamycin
에 IGF-I을 첨가 시에는 0.26±0.02로, adriamycin 단독 투여 
시 0.24±0.02와 비교하여 유의한 차이가 관찰되지 않았다
(Fig. 5). 즉 저농도(0.1, 0.01μg/ml) adriamycin에서는 IGF-I 
투여가 유의하게 세포사망을 억제하는 결과를 나타내었으
나, 고농도(1μg/ml) adriamycin에서는 IGF-I 투여로 세포사
망에 유의한 차이를 관찰할 수 없었다.
Fig. 4. The effect of IGF-I on cellular proliferation. Cells were plated at 2,500 cells/well overnight and then serum-starved for 24 h 
in serum free medium. Medium was aspirated and cells were incubated in DMEM containing 0%, 1% or 5% FBS supplemented 
with either 10 ng/ml, 50 ng/ml or 100 ng/ml IGF-I. The number of metabolically active cells were determined using the MTT 
assay. (A) 0% serum containing medium  (B) 1% serum containing medium (C) 5% serum containing medium. Values are mean 
SD of quadruplicate observations. *p＜0.05, v.s. control.
Fig. 5. The effect of IGF-I on cell death induced by adriamycin. 
Cells were plated at 2,500 cells/well overnight and starved 
in serum-free medium for 24 h. Medium was aspirated and 
changed with 5% serum-containing medium supplemented 
with different concentrations of adriamycin for 72 h in the 
presence or absence of IGF-I (50 ng/ml). The number of 
metabolically active cells was determined using the MTT 
assay. *p＜0.05 v.s. ADR.
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고      찰
  Insulin-like growth factor (IGF) system은 ligand, receptor, 
binding protein으로 구성되는 복합성장인자계이다. Ligand
인 IGF-I과 IGF-II는 인슐린과 구조적 상동성을 가지고 있고
(15), 각각의 수용체와 결합하여 세포성장과 분화를 조절하
는데 중요한 역할을 하며(16) 여러 종류의 정상 조직에서 
합성될 뿐 아니라 여러 암조직 및 암세포에서 유래된 세포
주에서도 합성됨이 보고되었다(5).
  우선 본 실험은 3LL 마우스 폐암세포주에서 IGF-I mRNA
의 5개의 밴드를 관찰하였는데, 이는 3LL 마우스 폐암세포
에서 관찰된 IGF-I의 message는 암세포 자체에서 분비하는 
IGF-I이 존재한다는 것을 의미한다. 이러한 사실로 미루어 
autocrine stimulation의 증식성 기전이 종양의 성장에 기여할 
수 있다는 것을 추정해 볼 수 있겠다.
  IGF-I의 세포에 대한 영향은 주로 IGF-I이 세포 내 IGF-IR
에 결합함으로서 이루어진다. 이 IGF-IR은 한 개의 폴리펩
타이드 체인으로서 인슐린 수용체와 같이 α2β2 heterote-
trameric structure를 가지고 있다. α- 및 β-subunit는 하나의 
유전자로부터 전사되어 1367개의 아미노산으로 번역된 다
음 가수분해되어 α-subunit, β-subunit와 두 subunit 사이를 
이어주는 disulfide bond로 결합되어 tetrapeptide가 된다. 
IGF-I에 결합하는 부위는 α-subunit extracellular domain의 
cystein-rich region에 의해 결정되고, 상대적인 ligand affinity
는 IGF-I＞IGF-II＞insulin 순서이다. IGF-IR의 β-subunit는 
transmembrane tyrosine kinase로서 α-subunit로부터 받은 신
호를 세포 안으로 전달하는 역할을 한다(17).
  IGF-IR은 Ullrich등에 의해 처음 human term placental 
cDNA library로부터 cloning되었고 그것의 아미노산 서열이 
밝혀졌으며(18), 이를 바탕으로 생체 내외의 여러 모델에서 
IGF-IR의 표현이 어떻게 조절되는지 연구가 가능하게 되었
다. 본 실험에서는 마우스 폐암세포주에서의 IGF-IR mRNA 
표현여부를 관찰하기 위해 IGF-IR cDNA를 이용한 Northern 
blot을 시행하여 11 kb와 6 kb의 뚜렷한 밴드를 관찰할 수 
있었다.
  IGF-I이 IGF-IR에 결합하면 수용체 자동인산화(autophos-
phorylation)를 유도한다. IGF-I과 IGF-II의 생물학적인 작용
은 ras-raf-MAP kinase cascade에 연관된 transmembrane tyro-
sine kinase인 IGF-IR의 활성에 의해 매개된다. 즉, IGF-IR은 
인슐린 수용체와 마찬가지로 그것의 β-subunit의 tyrosine 
kinase domain을 활성화시키고 세포 내의 여러 기질을 인산
화시켜 세포 내 신호전달을 일으킨다(19). 본 실험에서는 
3LL 세포의 IGF-I 자극으로 2개 단백의 tyrosine phosphory-
lation을 증가시켰으며, 그들 중 하나는 IGF-IR의 β-subunit
라고 알려진 95 kDa의 분자량을 가진 물질이고, 다른 하나
는 분자량이 약 185 kDa의 물질인 IRS-I으로 생각되었다. 
중요기질인 IRS-I은 tyrosine phosphorylation의 많은 부위를 
가지고 있고, 다른 단백질의 docking protein으로서의 역할
을 한다(20).
  본 실험에서는 3LL 세포에서 IGF-I이 기존에 존재하는 
배지에 IGF-I을 첨가 시에는 세포증식에 변화가 없었으나, 
serum free media, 즉 IGF-I이 존재하지 않는 배지에 IGF-I을 
첨가 시에는 세포증식의 증가를 관찰할 수 있었다. 본 실험
의 MTT assay에 의한 세포 생존력의 관찰에서 얻어진 결과
는, 본문에서는 그 결과를 제시하지는 않았지만, 3H-thymidine 
incorporation test에서 얻어진 결과와 일치하였다. 즉 1% 및 
5% serum containing media에는 기존의 IGF-I에 의해 세포주
기가 진행되고 있어서 여기에 IGF-I을 첨가하더라도 세포
주기의 진전을 통한 세포증식에는 큰 영향이 없었던 반면, 
IGF-I이 없는 free media에 IGF-I을 첨가 시에는 비로소 세포
주기가 진행되어 세포증식이 증가된 것으로 생각된다. 따
라서 IGF-I이 유사분열물질(mitogen)의 역할을 할 수도 있음
을 확인할 수 있었다.
  세포생존의 증가는 apoptosis의 직접적인 저해 또는 증식
률의 증가에 의해 일어날 수 있다. 신호전달의 여러 단계에
서 양성적 또는 음성적으로 조절되는 기본적인 세포 내 
program인 apoptosis는 특정 수용체 활성에 의해 유도되거나 
항암제 또는 방사선과 같은 독성물질에 의한 직접반응에 
의해 유도될 수 있다(21). 이러한 조건하에서 apoptosis를 일
으키는 세포의 감수성은 부분적으로는 apoptosis pathway의 
진전에 영향을 주는 성장인자-조절성 세포 내 신호체계에 
좌우된다. 여러 가지 apoptosis에 대한 방어적 세포 내 조절
인자가 알려졌으나 성장인자들이 apoptosis를 저해하는 정
확한 기전에 대해서는 보다 많은 연구가 필요하다. C-myc
을 발현하는 섬유모세포에서 혈청 박탈(serum deprivation)
에 의해 유도된 apoptosis가 IGFs와 PDGF에 의해 억제될 수 
있다는 보고가 있는데, 이 모델에서 EGF, FGF 및 bombesin
과 같은 다른 유사분열물질들은 세포사망을 억제하지 못했
다(13).
  본 실험에서는 세포사망을 유도하기 위해 항암제인 adri-
amycin을 투여한 결과, 첨가된 adriamycin 용량에 비례해 
3LL 세포사망이 증가하는 결과를 보였으며, 또 IGF-I에 의
한 세포사망의 억제를 보기 위해 adriamycin에 의해 세포사
망을 유도한 후 IGF-I (50 ng/ml)을 투여한 결과, 고농도의 
adriamycin (1μg/ml)에서는 세포사망의 차이가 없었으나 저
농도의 adriamycin (0.1, 0.01μg/ml)에서는 세포사망을 억제
하였다. 따라서 IGF-I은 저농도의 adriamycin에 의한 세포사
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망을 억제하는 생존효과를 가지며, 항암제 투여 시 생체 내
에서 IGF-I이 암세포의 세포사망을 억제하고 항암효과를 
감소시켜 원발성 및 전이성 암의 성장에 관여할 것으로 생
각된다. 또한 임상적으로도 IGF-I이 항암제에 의해 유도되
는 3LL 세포의 세포사망에 중요한 역할을 하는 것을 알았
으므로 IGF-I에 의한 세포생존 효과를 차단하는 것이 폐암
세포 항암치료의 효과를 증가시킬 수 있을 것으로 생각된다.
결      론
  마우스 폐암세포주(3LL)에서 IGF-I은 IGF-IR의 tyrosine 
kinase를 활성화시켜 세포증식을 증가시키는 유사분열물질
로 작용하고, IGF-I은 adriamycin에 의한 세포사망을 억제하
는 생존인자로서 작용함을 알 수 있었다.
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